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武 井 健 吾
Epstein-Bar ウイ ル ス ¢B V) は正 常成人の多く に感染 して おり , 潜伏感染 の 状態で終生持続す る. E B V初感染は原則 と
し て血液細胞中で は B リン パ 球 に 限局 し て 起 こ る と 考え られ て い る が , 壊近 ごくま れ にTリ ン パ 球 や ナ チ ュ ラ ル ･ キ ラ ー
(n atu r al ki11e r, NK) 細胞な どB リ ン パ 球 以外の 細胞 へ の 感染を認 め る症例 が知 ら れ て きて い る. さ ら に, 血 球貪食症候群
(he m ophago cytic syndro me, H PS)や 慢性活動性E B V感染症(chro nic a c也v eE B V inf6ctio n, C A E B V)や鼻咽頭す臥 ホ ジキ ン嫡,
胃痛な どの 悪性疾患の 発症や病蟹形成に E B V感染が関与 して い る こ と が 明ら か に され つ つ ある . こ の よう なE B V関連疾患 の
病態の 多様性 に は, E B V感染標的細胞の 相違や潜伏感染様式の 差異, 個体の E B V感染細胞増殖制御機構の 輿骨に加え, E B V
関連抗原遺伝子自体の 変異 の 関与 が示唆さ れ て お り, E B V感染細胞膜蛋白 Oate nt m e mbrall eprOtein, L M P)-1, E B V特異的核
内抗原 田B V dete r min ed n u cle ar a ntige n s, E B N A)-1, E B N Ar2, E B N A-4(3 B)な どの E B V関連蛋白の 構造変化が キ ラ ー T細胞
によ る感染細胞認識 に影響 を与え, 細胞傷害活性を抑制 して い る可能性 が考えら れ て い る . 本研 究で は , E B V関連血液疾患
の 病因を解明す る た め に, H P S, C A E B V, 伝染性単核症(infbctio u s m o n o n u cle o sis,I M)を始めとす る 日本人の E B V関連血液
疾患 より分離 され た E B V におい て , L M P-1, E B N A-1, E B N A-2, E B N A-4(3 B) の 遺伝子多型をPCR法を用 い て検討 した .
E B V関連血液疾患 より分離 した E B Vの 大多数は Ⅰ(刃型 (91 %, 30/33), L M P-1 は30bp欠失塑(78 %, 29/37), E B N A l はバ
リ ン 変異型(76 %, 25/33)で あり, E B V関連各疾患間や感染標的細胞分画間で こ れ ら3 つ の 遺伝子変異の 頻度に有意 な差異 は
認め ら れ な か っ た . 一 方 , E B N A 適の 変異 は分離 され た36症例中7例(19 %) に認 め ら れた . 感 染細胞分画別 にみ る と , B細胞
に感染 して い る E B V で は23例中2例 (9 %) に 変異を認め , N K細胞 に 感染 して い る 8例で は , 全く 変異が認め ら れ なか っ た .
それ に対 し, T 馴包に感染 して い る E B V で は50% (5/10) と 高率に変異 が検出さ れ た. こ の 結果か ら , T細胞 へ の E B V感染を
伴う C A E B V発症機序の 少なくとも 一 部 には E B N A A変異 が関与 して い る可能性 が示唆 さ れ た. E B N A･4 を始め とした E B V関
連蛋白遺伝子変異 に伴う免疫応答変化 の 機序を明 らか にす る ため に, 今後の さ ら なる 詳細な検討が必要である .
Eey w o rds Epstein -Bar rviru S, E B V deter min ed n u cle ar antige nsN4, Chro nic a ctiv eE B V inftctio n,
hem ophago cytic syndr o m e, Tc ell
Epstein-Ba rrウ イ ル ス (Epstein-Bar rViru S, E B V) は 1964年に
Epstein ら
1)によ り, ア フ 1) カの 小児に 多発す る バ ー キ ッ トリ ン
パ 腫由来の 培養細胞株 より初め て 発見 され た ガ ン マ ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス で ある . 通常, E B V は咽頭粘膜上皮 へ の 初感染後, B リ
ン パ 球に 潜伏感染 し, 生 涯持続感染の 状態で そ の 個体内に存在
する2)3)
. E B V初感染 の 大部分 は不顕性感染 に終わ る と考えら
れ るが , 顕性 と な る と伝染性単核症 (infe ctio u s m o n o n u cle o si ,
I M) を発症 し, そ の 大部分が特に治療を必要と せ ず に自然治癒
する. し か し 一 部 の 症 例 で は E B V感染 に より , 血 球貪食症候
群(he m ophago cytic syndro m e, H PS) の よ うな 急性重症型や慢
性活動性 E B V感染症 (chr o nic a ctiv e Epstein -Ba rr viru s
infectio n, C A E B V) の よ うな慢性型な ど多彩 な病態 を呈 し, 致
死的経過を里する こ ともある こ と が 明 らか と な っ て い る . ま た
近年, E B V感染 に より致死的経過を宣する Ⅹ連鎖性 リ ン パ 増殖
性症候群や家族性貪食性 リ ン パ 組織球症 で は , そ の 病閑 がT細
胞 の 活性化 に 関与す る S L A M関連蛋白 (S L A M-a S S O Ciated
pr otein , S A P) 遺伝子変異
4)お よ び パ ー フ ォ 1) ン 遺伝子変異5)に
よ る E B V排除機能 の 欠損 に よ る こ と が 報告 さ れ て い る . さ ら
に こ れ ら の 疾患 に加え, バ ー キ ッ トリ ン パ 腫を始 め と し, 鼻咽
腔痛 6), ホ ジキ ン 病7卜 9), 胃痛
10)11)
, 免疫不全者 に発生する平
滑筋肉腫 12)1 3), Tリ ン パ 球増殖性疾患 トl卜 1 6), ナ チ ュ ラ ル ･ キ ラ
ー (n atu ral killer, NK) 細胞性白血病
17)
な どの 多くの 悪性疾患の
発症 や病態 にお け る E B Vの 関与が 示唆さ れ て い る .
通常 E B V が感染す る咽頭 上 皮や B細胞 に加え, こ れ ら の
E B V関連疾患 に お い て は, T細 胞15), N K細胞1 8)な ど の B 細胞
以外 の 末梢 血 リ ン パ 球 分画や , 悪性 化 し た腫瘍細胞(‡卜 13)な ど
種 々 の 細胞内に ウイ ル ス 遺伝子の 存在が証明さ れ, さ ら に培養
系 に お ける 実験 か ら 濾胞内樹状細胞 19や 血管内皮細胞 2())へ の
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E B V感染 の 可能性 が指摘 され , E】∋Ⅴ感染細胞の 多様性 と臨床
病態 と の 関連性が示唆 され て い る .
E B Vの 宿主 へ の 潜伏感染様式 は, ウイル ス 遺伝子発現の パ タ
ー ン に より 潜伏感染様式 Ⅰ ～ Ⅲ に分類 さ れ る21卜 24). E B V形質
転換 B細胞株 (1ym phobla stoidc ell lin e, L C L) や E B V関連
日和見リ ン パ 腫で は, 核抗原で ある E B V特異的核内抗原 (E B V
dete r min ed n u cle ar a ntigen s, E B N A)-1, -2, -3, -4, -5, -6 と膜
表面抗原で ある E B V感染細胞膜蛋白 Oate nt m e mbr ane prOtein ,
L M P)-1, -2 A, -2 Bの 合計9個 の E B V関連遺伝子がす べ て 発現
し, 潜伏感染様式 Ⅲと称 され る. こ れ に対 し, バ ー キ ッ トリ ン
パ 腫 や 胃痛 な ど で は 発現 して い る E B V遺伝子 は E B N A-1 と
L M P-2 Aの み , 上 咽頭痛 , T細胞性悪性 リ ン パ 腫, ホ ジ キ ン 病
で ほ E B N A,1, I.MP-1, L M P-2 が発現 し, そ れ ぞ れ潜伏感染様
式 Ⅰ, Ⅱ に分類 さ れる . こう した潜伏感染様式の 多様性 , すな
わち E B V関連遺伝子 の 発現抑制 に より , E B V は宿主 の免疫を
逃れ , 潜伏感染 し続けて い る と考え られ て い る25)26)
近年, E B V が宿主 か ら排除 され ず に潜伏感染 し続け るた め の
戦略 と して上述 の ような遺伝子発現抑制以外 に , E B V遺伝子自
体 の 変異に よ っ て宿主か らの 免疫 に よる 認識, 排 除を逃れ, 感
染細胞 の 悪性形質の 発現 に関与 して い る可能性, す な わち E B V
自体 の 遺伝子変異が各種の 疾患を引き起 こ して い る可能性 が示
唆 され て い る. E B N Ar2 は E B V に よ る感染細胞 の 不死化 に お い
て 中心的役割 を果 たす遺伝子であり, βα椚 H I制 限酵素断片 の
U2領執 すなわちE B N 血2 の C末端 にお け る塩基配列 の 遠 い に
より E B V は Ⅰ型 と Ⅱ 乳 も しくはA型 と B型 に 分類 さ れ 27),
種々 の E B V関連疾患 に つ い て検討 さ れ て い る28卜 姻 . LM P-1 は
ラ ッ ト線維芽細胞や ヒ ト上皮細胞をが ん化す る活性をも つ こと
が 知られ て い る が 37), こ の L M P-1の 亜塾 , 中で もC 末端 の 30
塩基対欠失を伴う u丑Fl が感染細胞の が ん化 に重要 である可能
性 が示唆 さ れ て い る38卜 41). ま た E B Vプラ ス ミ ドの 複 製と 維持
に関与 しEBNA や u ⅥF lの プ ロ モ ー タ ー に対 して エ ン ハ ン サ ー
と して働く E B N A,1の C末端の多型 に よ る E B V 亜塑 と各種疾患
の 関係も検討さ れ て い る 42)
､ 47)
. さ ら に 主要組織適合複合体
(m ajo rhisto c o mpatibilityc o mple x, M H C) ク ラ ス 1の
一 つ で ある
H L むA l l拘束性細胞障害性 丁細胞 の 認識部位とな る EB NA-4の
変異 によ り, H I A A ll拘束性細胞傷害性 丁細胞の 攻撃を免 れ て
い る可能性も示 さ れ て い る48卜 54)
本研 究で は, I M, E BV 関連 H P S, C A E B Vや E B V関連悪性
リ ン パ 腫, 白血病 に つ い てL M P-1, E B N A-1, E B N 血2, E B N A-
4の 遺伝子多型を検討す る こ とで 日 本 にお ける E B V 亜型を詳細
に解析 し, さ ら に これ ら の E B V 亜型と E B V関連疾患 の 遠 い お
よ び E B V感染標的細胞分画と､の関連に つ き検計を加えた .
対象お よ び方法
Ⅰ. 培養細胞様
方法 の 基礎的検討 の た め , E B V陽性細胞株と し て E B V産生
マ ー モ セ ッ ト由来細胞株 B 95.8, ヒ ト バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 由来
細胞株Daudi, J軸ye, ヒ ト多発性骨髄腫 リ ン パ 芽球由来細胞株
I M-9, L C L, 悪性 リ ン パ 腫 由来 の NIく細胞株 m lO, N K細胞
性白血病由来 N E糸田胞株N K T Sを , E B V陰性細胞株 と して ヒ ト
急性リ ン パ 芽球性白血病由来細胞株 M olt4を用 い た . B 95.8は
埼玉県小児医療セ ン タ ー 小児科 大石勉先生 より , Y T NlO は京
都大学 ウイ ル ス 研究所 生体応答学研究部門淀井淳司教授 よりそ
れ ぞ れ 倶与 を受け た . ま たI M-9 は日 本癌研究 リ サ ー チ ･ リ リ
ー ス バ ン ク (東京), Da udi は束北大学 ･ 加齢 医学研究所 ･ 痛細
胞保存施設 (仙台), M olt4 は理化学研究所 ジ ー ン バ ン ク ･ 細胞
銀行( 筑波), Jijoye は , Am e ric anType Cultu r eColle ction
ⅣS刃 か ら購入 した . L C L はイ ン フ ォ ー ム ドコ ン セ ン トを得た
正 常人 ヘ パ リ ン 加 末梢静脈血 より , フ ィ コ ー ル ハ イ パ ー ク
(Fic oll-Hy paqu e) 比重遠心法 に て 単核球を分離 し, PBS にて
3回洗浄 した後ヒ ツ ジ赤血球 E ロ ゼ ッ ト法 に より分離 して 得た
B細胞 に, E B V浮遊液 と して B 95.8細胞株 の 培養上清 を加え,
10 %非働化 ウ シ胎児血清 (fetal c alfs e ru m), 25m M H E P ES,
2 × 10-5 M 2- メ)L, カ プト エ タ ノ ー ル , 0.3mg/ml グル タ ミ ン,
200U/mlペ ニ シリ ン G, 10m g/mi ゲン タ マ イ シ ン を含むR P M I
1640培養液(GibcoI.abo ratorie s, Gr and Isla nd, U S A) に て , 5 %
C O2, 37℃の 条件下 で 4週間以 上培養 し樹立 した . イ ン フ ォ ー
ム ド コ ン セ ン トを得た金沢大学医学部附属病院小児科およ び関
連施設 に通院 して い る白血病患児あ る い はI M恩児 より分離し
た末梢血B細胞 か らB 95.8上清を添加せず に自然 に自立増殖す
る よう にな っ た自律性 L C L(spo ntan e o u sL C L, SL Cり を, EB V
関連N K細胞性白血病細胞 より イ ン タ
ー ロ イ キ ン 2依存性細胞
株 N KTSを樹立 した .
Ⅰ . 臨床検体
イ ン フ ォ ー ム ドコ ン セ ン トの 得 られ たI M 33例 , H PS ll例,
C A E B V 13イ軌 白血病/リ ン パ 腫8例, 移植後リ ン パ 増殖症候群
1例 の計 66例を対象と し, 患者 より採取 した末梢血か ら分離し
た リ ン パ 球, 末梢血およ び骨髄 より分離 した リ ン パ 球 サイ トス
ピ ン標 本, パ ラ フ ィ ン 包埋病理組織標本を用 い た (表1).
Ⅱ . 培養細胞 , 末梢血 リ ン パ 球, サ イ トス ピ ン 標本 か ら の
D NA抽出
末梢 血 リ ン パ 球, 分離細胞お よ び 培養細胞 の D N A抽出 は ヨ
ウ化 ナ トリ ウ ム 法 55)に よ り行 っ た . すなわ ち , 細胞5 ×1 0
6個
を リ ン 酸緩衝液 2 00〃1 に再浮遊 し, ヨ ウ 化 ナ ト リ ウ ム 溶液
[7.4 M NaI,16m M E D T A,32m M Tris-H Cl(pIi8.0), グリ コ ー ゲ ン
40〃g/ml] 250〃1, 3 0 % N- ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン 酸ナ トリ ウ ム
溶 液5,4〃lを加え て撹拝後, 45℃で 15分間保温 した ･ 続 い て,
イ ソ プロ ピル ア ル コ ー ル4 50〃lを加え撹拝 し, 室温 に15分間静
置後 , 1500 0rpm , 15分 間, 4℃で 遠心 した , そ の 後上 浦 を除き,
33 % イソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル 400〃1, 35 % イソ プ ロ ピ ル ア ル コ
ー ル 7 50FLlで 2回洗浄 し乾燥後, 1× Tris
-E D T A緩衝液 [1 0m M
n is-HCl(pH 8.0),1m M E D T A(pH 8.0)]50FL‖こ溶解 した . サ イ
ト ス ピ ン 標本 か ら の D N A抽出は , 標 本4枚 の 上 に ヨ ウ 化ナ ト
リ ウ ム 溶液をそ れ ぞ れ50〃1ず つ の せ , 37 ℃の 恒温漕内に10分
間静置後, マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 回収 し, 以 後上記の 方法に準 じ
て抽出 した . D N A濃度は2 60n m の 吸光度を測定 し算出した .
Ⅳ . パ ラ フ ィ ン 包埋 切片 か ら の D N A抽出
パ ラ フ ィ ン 包塩組織を 5〃 m の 厚 さ に切断 し た切片3枚 に対
しTakar aD E 肌 n
､
(宝酒造 , 束 京)を0.5ml添加 し, 100 ℃で10
分間加熱後, 12,000rpm , 10分 間, 4℃で 遠心 し, D N A が溶解
MH C, majorhisto c o mpatibility c o mplex;N K, n atural killer;P B L,Peripheral bloodlym pho cyte s;Pr o, Pr Oline;1PTID･
po st tran splantatio n転mphoprol 鮎rativedise as e;$L C L, SpOntan eO u Sけmphoblastoid c elllin e;SS P, S eque n C e SPe CiBc
POlymer as e chain re actio n;T hr, thr eo nie;Val, Val ine
㌧
∴ノ∵.→∵.‥.､/･.㌧㌧∴.
E B V閑適疾患 における ウイ ル ス D N Aの多型
してい る水層を得た .
Ⅴ . P C R法に よ る E B V の遺伝子多型の解析
E BVの 遺伝子多型に つ い て各遺伝子特異的プ ライ マ ー を用い
たP CR法 に て 解析 した . 使 用 し た プ ラ イ マ ー の 塩基 配列と ア
ニ ー リ ン グ温度, P C R産物の サ イ ズ を表2 に示す. 内部 コ ン ト ロ
ー ル と して ベ ー タ ア クチ ン を使用した. これ ら の プ ライ マ ー は フ
ナ コ シ株式会社 (東京) に合成委託 した . 抽 出 した D N A O.2/∠g
を鋳型と して , 最終0.毎 M の 各 プラ イ マ ー , 各200〃M の 4種
類の d N T P, P C R反応綬衝液 [10m M Trisr H Cl, pH 8.3, 50m M
K Cl, 2.Om M MgC12], Taq D N A ポ リメ ラ ー ゼ (Pe rkin- Elm er
Cetu s, No r w alk, U S A)1.25単位を加え, 全 量5 0FLl で P C Rを行
っ た . 反応は , Ge n eAmpT M P C R Syste m9600-Rを用 い , 94℃,
Tab lel. Su mm ary ofpatients andsa mples











Leuke mia几ympho m a Par affin
Cytospln
PIきL












I M,infe ctio us m o n o n u cleo si;H PS,he m ophagocytlC Syndro m e;
C A EB V, Chr o nic a ctiv e E B V infectio n; P T L D, pOSt
tr an spla ntatio nlymphoproliferativ e disease; P B L, Peripheral
blo od lympho cyt es.
Table2. 01igon ucle otide Prim er sUsed in P C R AnalysIS
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5分間の 初期変性 の 後, 9 5℃, 30秒 の 変性, 52～ 58℃, 30秒
の ア ニ ー リ ン グ, 72 ℃, 30秒の 伸長反応を35～ 45 サイ ク ル行
っ た . 反応 終 了後, 1 0分 の 1容量 の タ イ プ Ⅲ 泳動頼衝液
[0.25 % ブロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー , 0.25 % キ シレ ン シ ア ノ ー ル ,
1 5 %フ ィ コ ー ル 400]を加え, 10/∠lを1.5 ～ 2.0 % アガ ロ ー ス ゲ
ル (H 14-Taka ra, 宝 酒造) に泳動し, エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染
色後, 紫外線照射装置(ト ラ ン ス イ ル ミ ネ 一 夕 ー , フ ナ コ シ)
上 で 観察 した .
Ⅵ . E B N ん1､ E B N む4遺伝子 の塩基配列の決定
E B N A-1遺伝子 , E B N A-4遺伝子 に つ い て は P C R故に よ り増
幅 し た D NA 断片 を伺 い 塩基配列を同定し た . P C R産物を
2
.0% ア ガロ ー ス ゲ)L/ に泳動 し, QIAquick Gel Extra ctio n Kit
(キ ア ゲ ン , 東京) にて 抽出 し た もの を鋳型 と し, D N A Cycle
Sequ e n cing Kit(Perkin･Elm erAp plied B io syste m sD ivis o n) を
用 い て シ ー ク エ ン ス 反応を行 っ た . シ ー ク エ ン ス プ ライ マ ー と
して各P C R プ ラ イマ ー をそのまま使用した . 反応 はC A T 如いだ汀
Tu rbo 800(Pe rkin-Elm er Applied Bio syste m sDivisio n) を使用
し, 96℃, 20秒, 50℃, 30秒, 60℃, 4分 の サ イ ク ル を25回
線り返 し, 反応終了後に エ タ ノ ー ル 沈殿 に て 回収 した 反応産物
をA BI P RISM 310 Gen etic An alyz e r(Pe rkin-Elm e rAp plied
Bio systems Divisio n)に て塩基配列を解析 した .
Ⅶ . E B V感染細胞亜群の同定
末梢血あ るい は 骨髄より分離した末梢血単核球を フ ル オ レ ッ
セ ン ･ イ ソ テ オ シ ア ン 酸 (flu or e s ceinis othio cyan ate, FI T C)標
識抗 C D 4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体, 抗 C D8モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 ,
抗 C D 16モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体, 抗C D20モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体(オ w
ソ ･ ク リ ニ カ ル ダイ ア グ ノ ス テ イ ク ス , 東京), 抗 T C Rγ∂抗体
(Be cto nDicldn so n,SanJos e, U S A) に て染色 した後, 細胞分画
採取装置 E PIC S Elite(日 朴機, 東京)を用 い て 単離 した特定の T)
ン パ 球 亜 群の サ イ ト ス ピ ン 標本を作成 し, E B V-e n C Oded s mal1
R N ん1 プロ ー ブ (Yato r o n) を使用 した 生 体内局所 ハ イ プ リ ダイ
ゼ ー シ ョ ン法 (insitu hybridiz atio n) に よりE B V感染細胞を同
定 した .
Ⅶ . H L むA座の決定
D N Aの H L A-A 座 の 決 定 は , シ M ク エ ン ス 特 異的 P C R法
Gen e Oligo n u cle otideSeque nce
























5T-T TCACC A A T AC T G A ACC-3
1
5._T GG CA A AGTG CT G A A A G C A A-3
■
5一- GC GA C TCTG CT GGA A A TGA T-3
-
5一-G ACA T GT A A TG C CT AGA AG-3
'
Ta(℃) Produ ctsize(bp)
5 7 typeI:37 8
typeIl;4 83
52 Prototy pe;2 6 0
30 bp-deletio n ty pe;2 3 0
5
l


















-TGGA C T CGA GCA A G A GA TG-3
.





Ta, a n n ealingtemperature.
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(s equ enc espe ci点c P C R,SS P)に よ っ て行 っ た . こ のS S P法 に は,
Dynal SS P Kit(べ り タ ス , 東京)を用 い た ･ 反応終了後, 10分
の 1容量の タ イ プ Ⅲ 泳動綬衝液を加え て10/Jlを2.0 % ア ガロ
ー
ス ゲ ル に 泳動 し, エ ナ ジウ ム ブ ロ マ イ ド染色後 に紫外線照射装
置上 で観察 し た.
結 果
Ⅰ . L M P･1遺伝子の多型
M P-1遺伝子 の 解析 は臨床検体37例で 可能であ っ た . B 95.8
原 型と , 病的意義を持 つ 可能性がある と 言わ れて い る M P-1 C
末端3 0bp欠失型 は , 図1 に示す よう に , P C R産物 の 長 さ の 差 と
し て 区別 でき た . 各種細胞株で の 検討 で は , B9 5.8, L C L,
Daudi, Jijoye で は B 95.8原型 で あり , SL C L, IM -9, Y T N lO,
N m S で は3 0bp欠失型であ っ た . 臨床 検体 の 検討 で は, 検 出
さ れ た E B V は 37例中 29例 (78%) が 3 0bp 欠失型 であ っ た
(表3). 各疾患毎 に解析 して もC A E B V におい て 原型 が や や多い
傾向があるも の の 3 0bp 欠失型 は6 2- 100 % を占め , 疾患 によ
る偏り は認め ら れ な か っ た (表3). E B V が感染 して い る リ ン パ
球分画ご と に 見 る と B細胞 に感染 して い る E B V で は30bp欠失
型 が86%, T珊胞 に感染 して い る E B V で は9 0 %, N K細胞に感
染 して い る例で は62 % が3 0bp欠失型であり (表4), や や N K細
胞感染例 に少ない 傾向 であ っ た . B 95.8原型と 30bp欠失型が同
時に存在する症例 は認 め な か っ た .
Ⅰ . E B 仙 2遺伝子 の多型
Ba mH I制限断片の U 2領域 , すな わ ちE B N jL2遺伝子の C末
端 に設定 した プ ラ イ マ ー を用 い た P C R法 に よ る 解析 に て E BV
は Ⅰ 仏)塑 とⅡ(B)型 に分類でき る
28)
. 細胞株 で は B 95.8, LC L,
sL C L, I M-9, Y T N lO, N K
-T S が Ⅰ(A)型 , Jijoye は Ⅱ(B) 型,
M 1 2 3 45 6 7 8 9 1 0 11 12 M
寺=妄言冨E冒
■ト ー 41 5bp
Fig. 1. P C Ranalysis of I 朋 P
-1ge n e･ D N A is olated 血
･
O m C elllin e o rlym pho cyte sfro m patie nts w e re a mpli 鮎d with prim ers speci丘cfor
L M P-1ge n e(up pe rpan el)o rP- aCtin qo w e rpan et)a nd P C Rpr odu cts w e re ele ctrophor e sed o n3%aga ro s egels･ Spe ci丘cbands w ere
visuahzed by eth idiu mbro mide staining･ Ea ch ar r O Windicates aP C Rpr odu ctsize･ M , Siz e m arke r;I･an el,B 95･8;
b n e2
･
L C L; hn e3,
spo ntane ou sL C L;Lan e4, Da udi; h n e5,IM
-9; hn e6,Jjoye;I.a n e7, M olt-4; hn e8, m lO; h n e9, NI仁T S;IAne lO, C A E B V;La n ell,
C A E B V;I.a n e12,H20.


















































Tota1 8(22) 29 (78)
IM,infbctio us m o n o n u cle osi;HPS, he m ophago cytlC Syndr o m e;
P T L D,PO St tr an SPlantatio nlymphoproliferativ edis eas e･
Tab le 4. Distributio n of L M P- 1 s ubty pesin different cell
POPulatio ns
Type of


























M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 M
寺= 鵠鴇
■ト ー 415 bp
Fig･ 2･ E B Vtyping ofviru s-infe cted c el1 1in e s and sa mple sfro m H P Spatie nts ･ D N Aw a s e xtra cted &o mthe c ells o r cy
to spin s and
subje ctedto PC R amPli丘c ado nfo rE B N A 2(U 2regio n) withappr opriateprim ersde sign edto dis crimin atebetw e e ntype A (378bp)a
nd
typeB(4 83bp)E B V. M, Siz e m arke r;LAn el, B 95･8;La n e2, LCL;La n e3, SpO ntan e O u SL C L; hn e4, Da udi;Lan e5,IM
-9;La n e6,苅Oye;

























































































EBV関連疾患 にお ける ウ イ ル ス D N Aの多型
Da udi で はP C R産物は認められ なか っ た (図2). 臨床検体で解析
可能であっ た全 EB V33例中30例 , 91 % が Ⅰ(郎型であっ た(表5).
急性 E B V感染症であ るIMで は, 15例中2例 (13 %), 急性重症
EBV感染症 の H P S では3例中1例 (33%) が [(B)型であっ た の
に射 し, C A E B V 8例や 白血 病 ･ 7) ン パ 腫6例 で は全 てが Ⅰ(朗塾
でありⅡ田)塾 E BV は検出され なか っ た . ま た, どの リ ン パ 球分
画にお い て もⅠ 仏)型が大多数を占め ! 感 染細胞分画に よ る Ⅰ ,
Ⅱ型の偏り の 傾向は認 め ら れ なか っ た (表6).
Ⅱ . E B 軋む1遺伝子の多型
E B N A,1遺伝子 C末端の コ ド ン466 か ら527まで の 塩基配列 に
より B9 5.8を原型と して , E B V は487番目 の コ ドン に従 っ て5
Table5. D istributio n of E B V ty peS in d ifftrent dis eas es
E B V ty pe




Leuke mia/Lym pho m a 6(100) 0 (0)
PT L D l(100) 0 (0)
Tota1 30(91) 3 (9)
Ty peOf E B Vw asdeter min ed by PCR a mplinc atio nfbr E B NA2
(U2 regio n) wi thap propriate prim ersde sign ed to discriminate
betw ee ntype I(A) and ty pe II(B) E B V･ I M, infectio u s
mon o n u cle osis; H PS, he m ophago cytlC Syndro m e; P T L D, PO St
tr an Splantatio nlymphopr oliftraiv edise ase･
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つ の 亜 群 , す な わ ち原型 で あ る ア ラ ニ ン 原型 (pr ototype-
alanin e, P-Ala), ス レ オ ニ ン 原型(prototypeヰhr e o ni e, P ↑Il r),
変異タ イ プで あ る バ リ ン 変異型 (v adantヤalin e, ⅤVal), プ ロ リ
ン 変異塾(v a ria nトprolin e, Ⅴ-Pro), ロ イ シ ン 変異塑 (v a ria nt･
1eucine,Ⅴ Leu) に分類され る42)43)
細胞 株 に おい て は B 95.8産生E B V由来であ るL C L が P-Ala,
Daudi がP T hr, Jijoye, I M-9 が Ⅴ･ Leu , Y T N lO, N K n S, SL C L
が Ⅴ Ⅴal であっ た . 臨床検体 にお い て は , P,Ala, Pノmr, V-V al,
V l£u の 4つ の塾が 認め ら れ たが , V Pr oは認 め なか っ た( 図3).
解析 可能で あっ た 33検体中P-Alaが 5例 (15 %), P l
､
hrが 1例
(3 %), V ku が2例(6 %), Ⅴ Ⅶ が25例(76 %) で あっ た (表7).
Table6. D istributio n of E BVty peindi ff tre ntcellpopulatio ns
Type of
inftctedc e11s














Tota1 32 (91) 3 (9)
Ty peOf E BV w asdetermin ed byPCR a mpli 丘cationfbrE BNA 2
(U 2regio n) withappropriat･e prim ersdesign ed to discrimin ate
betw e enty peI(A)andtypeII(B)E B V.
Table7. D istribution of E B N A-1c arbo xy-ter minalsubty peSind iff tr entdise ase
EBNA-1 cad)O Xy
-ter min alsubty pes
D is eas e P- A la(%) P/nlr(%) V- Leu(%) V - Val(%)
IM
HPS
C A E B V
Le ukemia/Lym pho m a






















































TotaI 5(15) 1 (3) 2 (6) 25 (76)
EB N A-1 c arbo xy
-termin al variatio nsis classified ac cordingtothe amino acidatc odo n
487. I M, inftctio u s m o n on u cle osis; H PS, he m ophago cytlC Syndrom e; P T L D, PO St
tr ansplan taionlym phoproliftrativedise as e･
Table8. D istributio n ofE B N A-1c arbo xy-terminalsubtypesin differentc ellpopulatio n s
Ty pe or
in fbcted c ells
E B N A-1 c arbo xytermin alsub ty pes

























0 (0) 0 (0)
0 (0) 0 (0)
1(50) 0 (0)































(B 9 5. 8)
Codo n 487
A G G ^ G A G C T CT T A A A C C T T(
せ
; A G G A G A G TT C T T A A ^ C C T T {
Fig. 3. Ex amPle s ofs equen cingdata repre se nting partofthe
c arboxyte rmin u s of E B N A
-1. M in u s str a nds ofthe P C R
produ cts ar e Show n･ A汀 OW Sindicatethe m utatio n at codo n
487.







C 且E B V
C AヱB V
Co do n399 Asp→ Se r
Codo n400 Val 一 斗もe 11
Codo n4 1 7 Val→ Le u
Codo n4 2 4 Lys → Arg
Codo n417 Val → エ1e
Codo n42 0 P he 一 事IJe u
Codo n4 24 IJyS
- ◆ Tbr
Codon424 Lys → GLn
Codo n4 0 6■Asp 一 ナGlu
Codo n417 Val → 1e u
井
臨床診断別の解析で は Ⅴ-Val がI M におい て 77 %, C A E BV で
86 %, 白血 病 ･ 悪 性 リ ン パ 腫 で 100 % と大多数を占め た が,
H P S に おい て P,瓜a3例, P l もrl例 を認 め , ⅤValの 比率がや や
低 い 傾向があ っ た . 同 一 症例 の 検体 か らP-ノua とVlVal, VlLeu
と V-Ⅴalをそ れぞれ H P S 2例 , I M 2例 か ら検出された . E B V感
染リ ン パ 球分画毎 に検討した が, ど の リ ン パ 球分画 に おい ても
Ⅷ が優位で あっ た (表8).
Ⅳ . E B 肌 4遺伝子の多聖
経胞株 で の 検討 で は , L C L, Jijoye, Da1di, YT N lO, N K
T S, SL C L は全 て B 95.8原 型 で あ っ たが , I M-9は コ ドン 399,
4 00, 417, 4 24 の4 カ所 に それ ぞ れ Alaか らSer, Valか ら Leu,
V al から Leu, lqsか らArg へ の 変異が 認 め ら れた (図4). 解析
可 能で あ っ た 臨床検体36例中7例 (19 %) に変異が認め ら れた
(表9). E B NA-4遺伝子 に変異 が認 められた の はI M 2例, H PSl
例 , CA E B V3例 , T 細胞性悪性 リ ン パ 腫1例 で あ っ た (図4).
I M 2例で の 変 異 は い ずれ も コ ドン 424 の Lusか ら Thr へ の 変異
で あっ た . T細胞 に 感染 して い た H P S で はコ ドン 420の Pheか
ら Leu, C A E B V例 で は それ ぞ れ コ ド ン4 24のIys か ら Gln, コ
ド ン 4 17 の Val か らIle, さ ら に 残りの 1例 で は コ ド ン4 06の
Aspか ら Glu と コ ド ン4 17の Val か ら Le u へ の 変異 が 同 時に認
め られ た . C A E BV 例 に認 め ら れ た コ ドン 4 06の Aspか らGlu
へ の 変異 と コ ドン 424のⅠ耳S か ら Gln へ の 変 異は , こ れ まで の
報告 に な い 新 しい 変 異で あ っ た . T細胞リ ン パ 腫例 で 認められ
た変異 はI M例 と 同 じ コ ドン 4 24の Lysか ら T hr へ の 変異であ
っ た(図4).
興味 深い こ と に , E B N A-4遺 伝子 の 変異 は , T細胞 に感染 し
て い る E B V lO例中5例 (5 0 %) で 認 め ら れ , B細 胞 に感染 して
4 0 8
Q C O t コT O T
-
【 To A G C 仔 ∧ ▲ ▲¢ T C ∧ ¢A T (】C ∧ ▲ A A
Q ▼ T T 13 ∧ C ¢ ¢ ▲ A A O T G ヽ 8 AT 13 ¢人 A ▲ ▲
ツ Ib _8 = D _ __▲_℡○｡
4 16
A T ▲ 4 T ^ ^ C T Q A G T T T ^ Q T
4 2 4
qT ∧ 八 丁 く:A 人 ∈
1 .■ ○
} V
八 丁 ▲ T T 人 ∧e T く;▲ 亡 T T T 入 匂 T (∋T ▲ ∧ T ⊂三人 ロ Q
… , … , 捕 吏, ∧ ｡ , ｡ , ▲ 人 , …
)
A ▼ ▲ G T ^ ^ Clr Q ^ C T T T ^ Q T Q T ^^ T C A C 13
↓
▲ T ▲ Q T ▲ ▲ C T ( l▲ C ▼ T ▼ ▲○ ▼ Q T ▲ ▲ Tl亡 C 人 q
せ
人 T A T T 人 A C T.Q A e T TT 人 口 T Q T A ▲T ¢ 人 ∧ 81 仝･ふ∴∴ ｣ こ･J ⊥ ㌧】.▲1｣ ヨ1__ _ - 14 q
Fig.4. Sequ en c e analysis of 399
-408a nd 416A 24residues of E B N A 4･ Co rre sponding n ucleotide s ofprototype B 95･8are sho w n at thet
op･































E B V関連疾患 にお け る ウイ ル ス D N Aの多型
Table 9. D istributio n ofEB N A-4 v al
･iantsin epitopes399
-408
and 4 16-4 24 0f HL A- A l lr estricted EBNA -4 epitopesin
differe nt dise as es
EBNA -4




Le uke mia几ympho m a
P T L D
16 (89) 2 (11)
l (50) 1 (50)
7 (70) 3 (30)
4 (80) l (20)
l(100) 0 (0)
32 (91) 7 (19)
IM,infe ctio us m o n o n u cleosis;H P S,he m ophago cytlC Syndr o m e;
P T L D, PO St tranSpla ntatio nlymphopr olifbrativ edis e as e･
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Table 10. D istributio n ofEBNA -4 v aria ntsin epitopes399
-408
a nd 416-42 4 0f HLA- All restricted E BNA -4 epitopesin
differen t ce11populatio ns
Ty pe of
EBNA -4




Tota1 3 4(83) 7(17)
Tablell･ H L AqA lo c usgen oty pe ofpatients thatE BV of E B NA-4 m utatio n w asfo u nd
D is eas e Ty pe of infectedc e11s Mutationof E BNA
-4 H L A- A Io cu sge n oty pe
CAEB V* T(CD 4, C D 8)
CAEB V* T(TCR γ∂)
CA E BV* * T(C D 4)
Lympho m a T(C D 4)
Codon4 2 4 A AG-→ AC G(Lys･ + Thr)
Codo n4 2 4 A AG-+ AC G(Lys → Thr)
Codo n420 TT TM+CT T(Phe一 斗 Leu)
Codo n424 A A G→･C A G(Lys･+ Gln)
Codo n406G A TM>GAG(Asp一 寸 Glu)
Codo n4 17 GT A- >TTA(Vaトー Leu)
Codo n417G T A→ ATA(Val→ Ile)
Codo n42 4 A AG･ + AC G(Lys








* W ithm align anttra nsfor m atio n toTc elltypelympho m a･
* * With T C Rre arra nge m e ntwitho ut m orphologlCally m align a nt cha nge･
い るE B V2 3例中2例 (9 %), N K細 胞 へ 感染 して い る E B V 8例中
0例(0 %) と比較 し, 明 らか に 高率で あ っ た (表10). C A E B V
に つ い ての み 検討する と N K細胞感染6例全 て が B 95.8原型で あ
っ た が , T細胞感染例 は 4例中3例(75 %) が 変異型であ っ た .
T細胞感染例 の うち C D 4陽性 丁細胞 と C D 8陽性 丁細胞 の 両脚胞
亜群 にE B V感染 を認 め た1例 と , T細胞受容体 γ針銀陽性 丁細
胞 にE B V感染を認め た 1例で は とも に T細胞性リ ン パ 腫に 移行
し, C D 4陽性丁細胞 に E B V感染を認め た 残 る1例も臨床的 には
悪性化の 所見 は認め ら れ ない もの の , T細胞受容体の 再構成が
認め ら れ て い る (表11).
Ⅴ
. E B N A-4遺伝子 に変異 が認め ら れ た症例 に お ける H I A-
A遺伝子座の遺伝子型
E B N A-4遺伝子 の コ ド ン399-40 8, 41 6-424 に変異の 認め ら れ
た7症例 に つ い て , SS P に より H L A- A遺伝子座 の 遺伝子型 を
決定 した (表11). HI AA ll は 7例中1例 (14 %) に し か認 め ら
れず, 日 本 人 に お ける H L むA ll陽性率の 17 %56)と ほ ぼ 同頻度
であ っ た .
考 察
1964年 にア フ リ カの バ ー キ ッ トリ ン パ 腫内 に発見さ れ て以 来
1)
,
E B Vは最初の ヒ トが ん ウ イ ル ス と して 注目さ れ て きた . 198 0
年代後半か ら は様々 な 痛や 悪性腫瘍 と E B Vと の 関連が 指摘さ
れ るよう に な っ たが , 未 だ に不明め点が多い .
E B V が宿主の 免疫機構を逃れ て潜伏感染し続ける ため に, ウ
イ ル ス 遺伝子 の 発現 を制限す る こ と に より宿主免疫 に認識 さ れ
にくくする こ と が 知 られ て い た が 21卜し26), 近年 , ウイ ル ス 遺伝
子発現抑制以外 に , E B V遺伝-･j二自体の 変異 によ っ て 宿主か ら の
免疫 に よ る 認乱 排除を逃 れ , 感染細胞 の 悪性形質発現 に関与
する 叶能性 が示唆 さ れ て い る:i2):-こi):
i 5)3 8) 4:i)47)51)5 2刷
LM P-1 はラ ッ ト線維芽細胞や ヒ ト上 皮細胞をが ん 化す る活性
をも つ こ と が 知ら れ て い る が 7), L M P-1の C 末端の 30bp欠失 に
よ り E B Vの 腫瘍 原 性が 高まる可能性 が示唆 さ れ て い る
:酢 41)
しか し , 道 にL M P-1の C 末端の 30bp 欠突 は腫瘍原性 と は無
係で ある と す る 報告も多く
5 6) (iO)
, そ の 意義 に つ い て は 不明な
点が 多い . 今回の 検討 で は , B 95.8原型株が感染し て い る 割合
は極め て 少 なく, 解析 可能で あ っ た37例中29例(78 %)が30bp
欠失株であり, E B V感染細胞亜群や臨床病態 に よ る差 は 見出さ
れ なか っ た .
Ba mH I制限 酵素断片 の U2領域, すな わち E B N A-2の C末端
に お け る塩基配列 の 違い に より分類 さ れ る E B Vの 亜 型の 解析
で は, 中央 ア フ リ カ , ニ ュ ー ギ ニ ア の 正常人で は Ⅱ 田)型が多く,
バ ー キ ッ トリ ン パ 腫組織か ら分柾 さ れ た E B Vの 40 % が Ⅲ(B)型
である こ と が 報告され(il), さ ら に ヒ ト免疫不全ウイル ス 関連非
ホ ジキ ン リ ン パ 腫 にお い て検出 され た E B VlO例中5例が Ⅲ(B)塑
E B V であ っ た こ とか ら, 免疫不全状態で は Ⅱ胆)型E B V が極め て




し台湾 に お い て はT細胞性 リ ン パ 腫で 分離 さ れ た E B Vの 19例
中18例が Ⅰ(朗型 で欧米や ア フ リ カ と は異 なり, I M や健常人か
ら検出され た E B V と比較 して 1(B)型の 検出頻度 は高率 で はな
く31), Ⅲ塑 E B Vの 病 的意義 は少 なく とも日本を含め た 東 ア ジ ア
にお い て は認 め られ て い な い . 培養系 で の 検討で もⅡ(B) 型の
E B V は I仏)型 の E B V と比較し形質転換能力 が低 い こ と が 示
さ れ
62)
, 直接 的 に は Ⅱ 型E B V の E B V関連疾患 へ の 関連 は 明 ら
か で は ない . 日 本人 に おける検討でも Ⅰ(朗型が 90 % 以上 を 占
め , 疾患 と の 関連 はなか っ た と報告され て い る
30)63)
. 今回 の 検
討 で もI(A) 型が優位であり, E B N A-2多型性 に よ る E B V亜塑
の 感染細胞 の 違い に お け る検討でも明 らか な関連は認め ら れ な
か っ た .
E B N A-1 は, 潜伏感染様式 に関係なくあ らゆ る EBV 関連疾患
にお い て発現 が認 め られ る唯 一 の 蛋白で あり, E B Vプラ ス ミ ド
の 複製 と 維持 に関与 し て い る と考えら れ て い る64卜 67). そ の C
末端 は多塑性 に富み , EB NA-1の C末端における亜型 と各種疾
患の 関連も検討され て い る42卜 仰 . 199 6年 に Bbatia ら は , 健常
人32名 の 末梢血 リ ン パ 球 と バ ー キ ッ トリ ン パ 腫 組織36検体 よ
り分離 さ れ た E B V につ い て E B N A-1 の C末端の コ ド ン4 66 か ら
527まで の 塩 基配列を解析 し, B 95.8原型と 比較 し た結果, 487
番目 の コ ド ン に従 っ て , P A la, PJT hr, VNPr o, VN Leu の 4種類
の E B V 亜型が 存在す る こ とを見出 した . ア メ リ カ人 の バ ー キ ッ
トリ ン パ 腫組織 で は12例中11例が V l尤 u で あっ た と報告 し4 2),
さら に健常人 の 末梢 血 リ ン パ 球, 口腔内洗浄液 と鼻咽頭痛 , バ
ー キ ッ トリ ン パ 腫組織内 の EB Vに つ い て 検討 した 結果, 新た
に Ⅴ〃d が存在する こと を見出 した 43). E B N ん1の C末端に お け
る 亜塑 に つ い て は , 正 常 人 の末梢 血 に潜伏感染 して い る E B V
は 変異型単独 で は存在し得ず, 原型 と の 混合感染で の み 認め ら
れ 嘲 , さ ら に V l戒心 は健康人の末梢血 か ら は検出 され ず , バ ー
キ ッ トリ ン パ 腫で は高率(12例中11例) に検出され た 42)と報告
され て い る . また , 鼻咽 頭痛 や胃痛 で は高率 に ⅤVal が検出 さ
れ る が , 末 梢 血 か ら は検出 さ れ な い 43)46)と の 報告 もあり ,
E B N A,1亜型 が異な る細胞 へ の EBV の 感染しやす さ や 腫瘍原性
に関与す る可能性 が示 さ れ て い る 43). しか し, E B V関連胃痛 と
反応性 リ ン パ 組織 にお ける 比較検討 で は Ⅴ Val や V le uの 両疾
患 に お ける頻度 の 差 が ない こ と か ら, 悪性化 へ の 関与 は少ない
と考えら れ る46). 日 本人の胃痛 , 反応性増殖リ ン パ 組織 の 解析
でも全例が ⅤVal であ る と報告され46), 今 臥 分離され た通常
の 急性感染症 であ るIM に おい て も77 % が ⅤVal であり, E B V
が 病的意義をも つ H P S や C A E B V と比較 して も違い は認 め ら れ
なか っ た . ま た E B V感染細胞亜 詳 に つ い て も特定 の 亜型 の 偏
在傾向 はない こ とか ら , こ れ ら の 疾患 に お ける発症 や病態 に変
異型 の ⅤValの 病 的意義 は大きくなく , 自然界の E B V 亜型 をそ
の まま反映 して い る 可能性が示唆さ れ た .
日本 に お ける E BNA-4遺伝子変異をも つ 頻度 に つ い て は胃痛
と反応性リ ン パ 節組織 に つ い て 解析され , 各々 28 %, 2 5 % に
E B Nん4変異 が同定 さ れ て い る54). しか しなが ら, 上 記疾患以
外 の E B V関連疾患 にお ける解析 は文献上見あた らな い . 今 回
の 検討 で は分離され た 全て の E B V における E B N A Aの 頻度 は 既
報曽と比較 しやや低 い 傾向であ っ た . 既報告はす べ て 病理組織
標本から分離 した E B V に おける解析 であ る こ と や 対象疾患 が
違う こ と か ら 比牧検討は難 しい が , 通常 自然治癒す るIMから
分離さ れ る E B V多型 が自然界 に お ける E BVを ほ ほ 反映 して い
る とすれば, 自然界 の E省Ⅴにお ける E B N A-4変異 の 頻度も同程
井
度と推察され る .
E B V は, E B V遺伝子発現蛋白が M H C ク ラス 1 と複合体を形
成 し て細胞表面 に提示 され る こ と によ り M H C拘束性細胞傷害
性 C D 8陽性 丁細胞 に認識 され , ウイ ル ス 感 染細胞は活性化され
た細胞傷害性丁稚胞 に排除 され る と考えら れ る21). E BN A-4の
コ ドン 399-408, 416t4 24の 部位 は, M E C ク ラス 1の
一
つ である
H L A-A ll拘 束性細胞傷害性 丁細胞 に認識 さ れ る こ とが 培養細
胞系 の 実験 で 示 さ れ て お り68 卜7 0), H L A- A l l を持 つ 宿主 に
E B N A-4 に変 異を持 っ た E B V が感染す る と H L 虹A ll拘束性細
胞傷害性丁細胞 に よ る 排除 がうまく機能せ ず, 異常な E B V感
染症も しく は悪性腫瘍発症 へ とつ なが る と い う仮説が提唱さ れ
て い る 咄ト 53)
68)69)
. c bu ら
5 4)は , ア メ リ れ ブ ラ ジ ル , 日本 にお
ける E B V関連悪性腫瘍で E B N A,4変異を28症例 に見出した が,
そ の 内, H L A A ll が陽性 であ っ た の は2例 に 過ぎな か っ たと報
告 し た. 今 回の 検討結果で もE BNん4 に変異 の 認 め ら れ た7例
申 H L むAl l陽性 は 1名 (14 %) の み で あ っ た こ とか ら , E B V関
連疾患 の 病態 に EBN A,4変異 に 起因する H L Ar ll拘 束性細胞傷
害性丁細胞を介す る排除機構 の 異常が直接的 に関与する可能性
は低 い と考えら れ る . しか しな が ら , 現在 まで 明 らか とな っ て
い な い E B N A-4を認識す る M H C ク ラス Ⅰ抗原 が存在する可能
性があり, 今後 の 検討 が必要と考え られ る .
本研 究で は各リ ン パ 球 分画 に お け る E BV 感染を同定 し,
E B N Ar4を含む ウイ ル ス 遺伝子変異の 頻度を解析 した . L M P-1,
E BNA-2 U 2領域 や E B N A,1の C末端に お ける多型 に は E B V感染
細胞分画 の 遠 い に よ る偏りは認め ら れ なか っ た が , E B N A-4の
解析 に て 通常 の B細胞 へ の E B V感染 と考え ら れ るI M 18例 で
2例 (11 %), B細胞全体で は23例中2例 (9 %) に遺伝子変異を
認め た の に対 し, T細胞10例中5例 (50 %) に E B N A-4の 変異が
認 め ら れ た . 一 方 異常 と 考え られ る N K細胞 へ の 感 染例で は
E B N A･4変異 は ま っ たく 検出さ れず, 今回 の 結果か ら T細胞と
N K細胞 とで は E B V潜伏感染を制御す る機構ある い は 感染機構
に相違 があ る可能性 が示唆 さ れ た . ま た , C A E B Vの 中で T細
胞感染4例中3例 にE B N A-4変異 が認 め ら れ た が , こ の 内2例 は
最終的 にT リン パ 腫 に移行 し, 残 る1例 に お い て も臨床的に悪
性所見はない も の の T細 胞受容体遺伝子 の 再構成が認 め られ て
い る . C AE B V全体 と して 悪性 リ ン パ 腫 へ の 移行 が 高率 に認め
ら れ る が , 今 回の 検討 した 症例 に お い て T細胞 に感染 し てい る
もの の E B N A-4 に変異 の ない H P S やI M症例 の 申で リ ン パ 腫 へ
移行 し た症例 は 卿寺点 で認め ら れ ない こ と か ら , E B N A-4の 変
異を有する E B Vの 悪性化 へ の 関与 の 可能性も示唆され る .
H P S や C A E B V に おい て は , 自然治癒す るI M や不顕性感染
後 に認 め ら れ る通常 の B細胞 へ の 潜伏感染 と異 なり , T 馴包や
N K細胞 へ の 異常な E B V感染が認め られ , そ の 病 態と の 関連が
示唆さ れ る が
14､ 1 8j
,
こ の よ う な異常なT細胞や N K細胞 へ の
E B Vの 持続感染機構 に つ い て は不明な点が多い . E B N A,4遺伝
子変異を有す る E B Vが T細胞 に高率 に持続感染す る理由 につ い
て今 回の 研究 で は 明 らか で は な い が , 現在まで多く の 疾患 にお
い て E B Vの 関連性が指摘 され , S A P遺伝子変異 に よ る Ⅹ連鎖性
リ ン パ 増殖症候群4)や パ ー フ ォ リ ン 遺伝子変異 に よ る家族性血
球貪食性リ ン パ 組織球症 の よ う な遺伝的感染防御機構の 異常
5)
に加 え, E B V感染症の多様性を規定す る因子 の ひ と つ と して
E B V自体の 異常 が関与す る こ と が 想定 さ れ て き た . 精力的な
E B V関連遺伝子 の 解析 に よ っ て も現在 の と こ ろ E B V自体の 遺











E B V関連疾患 における ウ イ ル ス D N Aの 多型
検討で T細胞感染例 と N K細胞感染例 に お ける E B N A-4変異を
有する E B Vの 頻度が 異なり, と く に C A E B V と考えられる症例
にお い て は T細胞感染例 にの み 変異が認 め た こ と よ り, 少なく
ともC A E B V に おい て は N K細胞感染例 と T細胞感染例 で は異
なる E B V が関与 して い る可能性が示唆 される . E B N A-4変異を
持つ 亜 型 の E B V が未だ に 同定され て い な い 変異 を複数同時に
有す るため に E BV 感染性や形質転換能力が増強 ･ 変化す る 可
能性もある と 推察 さ れ , 今 回検討 し た E B V遺伝子以外 に近年
L M P-2 A
70卜 74)や E B N A,6
75)76)にお ける遺伝子変異 の E B V関連疾
患 へ の 関与が 指摘 され , これ らの 遺伝子変異の 検索も今後必要
と考え られ る .
結 論
E B V関連疾患 にお い て , E BV の多塾を検討 し以下 の 結果を
得た.
1 . E B N A-2, LM F I C末端, E B N卑･1 C末端の多塑性 の 検討
で は ! 日 本 人に お け るI M, H PS, C A E B V, 白血病/リ ン パ 腫
で は Ⅰ(刃型が9 1 %, L M P-1の C末端3 0塩基村欠失型が 78 %,
E BN Arl C末端は V-Val が76 % と大多数を占め て い た.
2 . H L 虹A ll拘束性細胞傷害性 丁細胞 に認識 さ れ るEBN Ap4
の コ ドン 39 9-408, 416-424 に変異が認め ら れ た の は36例中7例
(19 %) で あ っ た . そ の 内H L むA ll陽性者は7例中1例 (14 %)
のみ で あ っ た .
3 . T細 胞 へ E BV が 感染 して い た 1 0例中 5例 (50 %) に
E B N A,4変異が認 め らil, B細胞(2/23, 9 %)や N K細胞 (0/8,
0 %) へ の 感染 に比較 し高率 であ っ た . 病 的意義があ ると考え
られる B細胞以外 へ の E B V感染 にお い て , T細 胞と N K細胞で
の 感染E B Vの 相違が 明 らか と なり, E B N A-4変異を有す るE B V
の E B V関連疾患 における重要性 が示唆され た .
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Key w ords Epstein-Barr viru S, E B V dete r min ed n uclear a ntige ns-4, Chro nic a ctiv e E B V infectio n, he m ophago cytic
Syndrom e, T c ell
A bstr act
Epstein
- Barr viruS(E BV)isprev alenta m o ng adultpopulatio n a nd perSistsin latentfbr ms thro ugho utlift. Although the
Prl m aryinfection of E B V is prln CIPally restrictedto B lymphocytes a m o ng he m atopole tic c e11s, it hasbee n r e c ogniz ed
rec e ntlythatT lym phocytes or natu ral killer(NK)c els c a nbe the targets of E B V inftction in r ar e o c c a sio n s. In addito n,
incre aslng nu mbe rs ofilln e s are n o wkn ow nto be asso ciated with this partic ula rhe rpe s vir u s, S uCh ashe m ophago cytic
Syndrom e(H P S), Chronic a ctiv e E B Vinfectio n(CA E B V)a nd vario u s m alignant n e oplas ms ,including n asopharynge al
C arCinom a, Hodgkin
'
sdise as e andga stric carcin o m a. Ithasbe e nsuggested by studying thesediseas esthat the c ellula rta rgets
Of viral inftction , the m odesof thelate n cy ofvir us es, abnor m alitesin ho st T c ellregulatory re spon s e s a nd the m utaio nin
E BV-a S S OCiatedge nesgreatly m odifythepathogen esis ofE B V- related illn e s s e s. M ut a tio n sin E B V- aS S O Ciated ge nes of late nt
me mbran eprotein (L M P)-1, E B V- a SSOCiated n u cle arantigen(E B NA)- 1, E B N A-2 a nd E B N A-4 se r v e a sthe ta rgets ofhost
killer Tlymphocyte r e c ognlt10n and a ny alte ra tion in the s epro tein stru ctur e m ay slgnificantly atte n u ates the cytoto xic
responses. To elucidate thepathoge ne sis ofthese E BV
- related dise ase s, m ut a tion sin L M P-1, E B N A-1, E B N A-2 and EB N A
-
4 w e r eex amin ed. T he va riationsin EBV is olates n･O m Japa nes epatie ntswith E BV- a S S O Ciated disea s e sin cluding H P S,
C A E B Vand I Mwere e valu ated using P C Rmethod. T he c arboxyte rmin aldeletio nin LM P
-l andty peI(A)subty peW e re
re c ognized in 7 8%(29/37)and9 1%(30/3 3)of whole E B V isolates , re SPeCtiv ely . Sequ e n c ea n alysis of E B N A-1 rev e aledthe
dominance of valine - V ariantfo rm aS a Whole(76% , 25/3 3). Frequ e nciesofthese m utatio n s o r v a riatio n s w e re compar ed
am o ng differ en tdise ase categories or am o ng differenttargetce11populatio ns. T here w a s no slgnific a nt differen c e sin
frequencies ofLMP-1 deletion , E B Vsubty pe or E B N A-1 variatio ns. On the othe rha nd, E B N A-4 mutatio ns w ere dete ct edin
19 %(7/36)oftotalca ses and high pre v alence of m utation s(5 0% , 5/1 0) w e redetected in c a s e swith E B V-infected T
lymphocytes, but the mutations w ere infrequent am o ng E B V is olate s丘o m B lympho cyte s(9% , 2/2 3) o rN Kcells fr om
CA E B V(0% , 0 /8). Thesere sults sugges ted that E BNA-4 m u tatio nsplay ce rtain r oles, at lea stpartly,in the pathoge nesis of
CA E B Vwith abn orm al proliferation of E B V-infected T lym pho cyte s. Fu rther s t udies ar en e c es s ary to delin eate the
mechanis m ofalter ed im m une respo ns es a ssociated with E B N A-4 mutatio ns.
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